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© Peptides capable* dlnhiber les Interactions entre des antigenes et les lymphocytes T4, produfts qui en sont derives at 
leurs applications. 

© L Invention concerne un polypeptide ayant la capacile 
dtnhiber I'interaclSon du virus !enu pour responsable du SiOA 
avec les r&cepteurs T4 pones par les lymphocytes T4. Ce 
peptide est choisi parrm ceux qui sont represente parmi les 
formules generates : 

X RFDS Z 

X SDFR z 

X — SOAR Z 

X RADS z 

dans lesquefles X est un alome d hydfogene ou un groupe 
peptidique. Z est OH ou un groupe peptidique. et les autre s 
lettres designent des aminoacides specifiques (nomenclature 
de designation a une leltre des arninoactdes;. 



Q. 
ill 



Bundesdnxfcejei Berlin 



0226513 



Description 

Peptides capables d* inNber les interactions entre des antigenes et les lymphocytes T4. produrts qui en sont 

derives et leurs applications 

L'tnventron concerne des peptides derives des antigenes de HLA de classe II. de lantigene T4 et de 
5 proteines HtV capables dinhiber les cooperations cellutatres entre tes macrophages, les lymphocytes et tes 
lymphocytes B. 

L"inventk>n concerne en particufier des peptides ayant la capacite dinhiber (Interaction du virus tenu pour 
responsable du SIDA (syndrome d'imrnunodeficience acquise) avec les recepteurs T4 porles par tes 
lymphocytes T4 et. plus generalement d~exercer un effet irrwnunomoduJaleur a regard des interactions entre 

to les macrophages et les lymphocytes' T auxiBaires. d une part, et ces derniers et les lymphocytes B. d'autre 
part, des tors que ces interactions sont normalement mediees par des recepteurs lymphocytatres codes par 
des complexes majeurs d'autohistocompatibilite de ctasse II (antigenes HLA de ctasse II chez fhomme). En 
d'autres termes. rinvenlton concerne plus particufierement des peptides capables de moduler les reponses 
ceDutatres mettant plus particufierement en jeu des antigenes suscepttbtes dlnduire des reponses 

75 immunitaires normalement mediees par des antigenes HLA de ctasse II. par exemple du type HLA DR. 

Certains virus tympholropes interferent avec ces reponses cellulaires, en particufier des virus tenus pour 
resportsables du SIDA. 

De lels virus ont ete isotes par plusieurs equipes. lis ont et6 designes sous des abreviations diverses : LAV, 
HTLV-tll. ARV2, etc.. Ces virus, denommes ci-apres sous I'abreviation la plus generate HIV (ancienrtement 
20 LAV/HTLV III), possedent en effet un tropisme specifique pour les lymphocytes T4_ L'acces du virus aux 
lymphocytes T4 peut cependant etre bloque in vitro, lorsque ces derniers ont au preatable et6 incubes en 
presence d'anticorps monoclonaux (par exemple ceux commercialises par la firme ORTHO sous la 
designation OKT4) qui bloquent les recepteurs T4 de ces lymphocytes. C'est par reference a la capacite de 
ces anticorps monoclonaux de bloquer ces sites T4, qu'il sera fait plus particufierement reference dans ce qui 
25 suit, a raffinrte des virus LAV pour les recepteurs T4 des lymphocytes T4. 

Les antigenes mettant en jeu des antigenes inducteurs de reponses immunitaires relevant des antigenes 
HLA de ctasse II ne sont evidemment pas limites a ceux presents dans des virus HIV. On mentionnera. a titre 
d'exemple de ces autres antigenes les virus de la grippe (influenza). d'Epstein-Barr. des rhinovirus. etc™ 
Llnvention concerne egalement diverses applications de ces peptides et des produits qui peuvent en etre. 
30 derives, par "produits derives de ces peptides*, on entend des produits reconnus immunologiquement par 
des anticorps qui reconriaissent egalement ces peptides ou. encore, des produits susceptibles d'exercer. 
sensibiement les memes effets au niveau des susdites mediations ceilulaires. 

A titre oTexemples d'applications de ces peptides, on peut mentionner le diagnostic, voire fe traitement ou fa 
prevention des maladies controlees par les interactions entre les molecules HLA de ctasse It el I'antigene T4, - 
35. parmi lesqueltes les maladies induites par HIV. 

D autres applications de ces peptides peuvent s'adresser a la detection de ceux des antigenes qui sont 
susceptibles dinduire des reactions immunitaires relevant de certaines categories d'antigenes HLA de classe 
tl. par exemple de HLA-DR. 
D'autres applications de ces peptides s'adressent. en vartante. et lorsque le type d'antigene HLA 
40 susceptfole de m6d1er les reactions immunitaires induites par un anttgene determine, a leur utilisation dans 
des tests visant & etudier in vitro reflet irnmunomodulateur de substances a ("etude. 

Llnvention decoufe de rhypothese initiate feite par les inventeur s que I'inf eclion des lymphocytes T4 par tes 
virus LAV et le pouvoir pathogene de ces derniers tenaient a leur capacite dlnterferer avec des sequences 
peptkfiques concernees appartenant aux antigenes regulant les capacftes de reconnaissance par ces 
45 lymphocytes de cellules porteuses de ces antigenes viraux. lorsque ceuxci leur sont preserves par les 
macrophages, par llnterrr&diaire des recepteurs rymphocytaires appropries. Parmi ces antigenes. on 
mentionnera plus particufierement ceux qui sont constitute par des complexes majeurs d'auto-histocornpati- 
bifite. conrtus sous r expression angfeuse *setf major histocompatibility complexes" et I'abreviation 
correspondante MHC. qui sera souvent utitisee dans ce qui suit. Les antigenes codes par le MHC sont appeles 
50 HLA chez Khomme. 

Les foncfions des divers types de lymphocytes T4 ou T8 impBquent des interactions avec les molecules 
codees par le systeme MHC de classe D pour les T4 et de ctasse I pour les T6. 

Leurs interactions respect'rves paraissent mediees par des molecules auxifeures, parmi tesqueHes des 
antigenes de differentiatioriT-cellulaires (notamment antigenes T4 et T8) et des molecules qui ont ete decrites 
55 comme facteurs potenttels d'adhesion aux cellules. Pour plus de details, on peut se reporter aux publications 
de (11). (12) et (13) identifiees a la fm de la presente description. 

Les recherches qui ont abouti a la presente invention ont ete fondees sur la recherche de sequences 
peptkfiques qui pourraienl etre tenues pour responsabtes des capacites d'adhesion mutueBe. d'une part des 
lymphocytes T4 et. d autre part, sort des antigenes MHC de classe II qui sont susceptibles de tes recormallre, 
GO' soil des virus LAV. dont on presuppose qaits pourraienl ~mimer~ Taction desdits antigenes vis-a-vis desalts 
lymphocytes. 

Ces hypotheses ayant ete posees. les inventeurs ont mis en evidence {'existence de sequences peptidiques 
communes aux chaines a de nombreux antigenes MHC de classe l T aux chaines p des antigenes de classe II et 
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a une proteine codable par l une des regions de lecture ouverte que f on retrouve dans 1es genomes des 
cfifferentes espeees de souches IAV qui ont fete isoiees. U mise en evidence de cette sequence commune 
consistent en une sequence tfetrapeptkfique Arg-Phe~Asp~ser est cTautant plus remarquabte qu'ette se trouve' 
dans la seute region d-homologie connue ace jour dans nombres des antigenes des classes t et II dont les 
sequences polypeptidiques partieDes ou totales ont ete anatysees (18) et (19). 

Dans ce qui suit, on tera souvent appel a la nomenclature offictelte relative aux designations des 
aminoacides naturels par une lettre unique, nomenclature que Ton rappelte ci-dessous 

M methiorwe 

L leucine 

I isdeucine 

V valine 

* F phenylalanine 
S serine 
P proline 
T threonine 
A alanine 

Y tyrosine 
H htstidine 
Q gfut amine 
H asparagine 

K lysine 20 
D acide aspartique 
E acide ghrtamtnique 
C cysteine 
W tryptophane 

R arginine 25 
G glycine 

E «^ 6qUenCe * S§quence t6trape P tld ^ ue Arg-Phe-Asp-Ser est designee dans la nomenclature susdite 
par RFDS. 

Us sequences tetrapeptidiques codables parle genome de LAV sont corrfebWes 4 une phase de lecture 30 
^uverte pr&sente dans la partie dextrernite 3- qui chevauche la 'region de repetition tongue' (de rahgtais 
'°^«^al repeat') dans la re^ 

par la phase sde.tecture ouverte<te la region dextrernite 3'. » pouvait y en avoir une qui. sort consisterait en un 
r^gulaleur de transcription (21). spit mterviendrait dans la cytotoxicity i regard des cellules T 120) En 
parqcuHer une proline F(p27)a ete mise en evidence par Allan et al dans Science. 15 novembre 1985 230 as 
p. 8 J3. Cette proteine F consent la sequence RFDS. '==r • 

Plus particulierement encore, on observe un drpeplide commun EL situe dans la meme region d homblogie 
dans de rwmbreux antigenes de classe II et dans la sequence peptidique codable coricemee des virus LAV et 
rZZZZSS?**- ( Jt^^f 030 ". 6 185 s *P aren, > de b sequence tetrapeptidique precederite du cote de 

n£™ 1? "Z? ^ d8nS teS an,i96neS * classe » *™ ****** sequences codables 40 

to S i d)peptWe est mexistant dans les regions d'homologie correspondantes des antigenes 

De meme on observe frequemment. du cote de l extrerrrite N-terminaie du tetrapeptide une sequence 
*peptidique (BE) commune entre la susdite region dlromotogie des antigenes de classe II et le potoeptide 
codable correspondant du g6norne des virus LAV. si ce n est que dans la susdite region dTtc^o^eTcette 45 
sequence d.pepudique est separee de la sequence RFDS par 3 resWus arrtrwecWeVdans le po^pepflde 
^ n^ par .1 " S Bminoa « de - UnB sequence dipeptWque SL est egalement presente. Ete est 
separee de RFDS par 13 ac.des amines. Cette sequence pourratt Jouer un role dans la fixation du virus HIV ou 
de la proteme F sur la proteine 14. 

Les resultats des observations qui ont ete laites resultent du tableau c^aprts dans tequel ont ete 50 
rapportees les partes des sequences peptidiques en cause, contenues dans tes polypeptides initialement 
f'"f^° u seQuences et appartenant aux antigenes des classes I et II decriles dans les publications (19) (26) 

£L*?"£S' ? » Ct ,31 , ) ~ S dabteS Par * s '**° ns * "*« ouverte des ADNS corresrJdaXe 
diHerenls types de vims LAV (20). (21). (22) et (23) dans lesquefles les 
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:tablbau 



10 



20 



A3 

A28 

« 

Aw24 

87 

B27 

640 

Cw3 

12.4 

«S 

°5 
°2 

L d 
27.1 
Kw28 
Q10 



Lapin RIA 



HLA 



Classe I 



H-2 



20 

9 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 



R F I 
RF I 
F 
F 
F 
F 
F 
F 
F 



G 
G 
G 
G 
C 

V G Y 

v c y 

V G r 

V C Y 



30 

D D 
D 0 



PRYHEYGYYDPTEFV 



PRF'IVGYYDDTQFV 



S D 
S D 



S 

s 

5 ID 
S D 
S 0 
S D 



Rf OS 



40 

A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
0 
0 

A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 



50 

P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 

P 
P 
P 
R 
P 
R 
R 
P 



DAASPRMEQRAP 



30 



HLA 



40 



45 



5a 



55 



60 



Classe H 



H-2 



DP? 

DP3. 

DP4 

oqi 

DQ1 
PQ3 
DQ3 
DQ4 

DR4,w6 

PP3,w6 

DP3,*6 

DR2 

£P2 

I-E* 



R F 
R F 
R F 



R Y 

R Y 

P Y 

R K 

R Y 



H N 

H n 

Y N 

Y H 



I 
E 
£ 
E 

e: 

E 
E 

R EE 

Q t E 

E F 

E E 

E E 

E E 



I RL YTRY I YNREEY V 



I V 

Y V 

F L 

L I 

I L 



I K Y 
TRY 
ERF 
E R Y 
V R Y 



1 Y N R E E Y V 
I Y H R E E Y V 
i Y M R F £ HI 
FYNLEENL 
FYNLEENL 



R0O S 
F 0 5 

Wi 

F 0 S 
R F D S 



SIDA 



lAVla 
HTLYMI 
ARV2 
LY 



5 L H 
SI H 
SIH 
SLH 

170 



GHD 
G H 0 
G H E 
GHD 



0 P 
D P 
D A 
0 P 



E V L 
E V L 
EVL 
E V L 

180 



E U 

Y W 

E H 



R F D S 

R F 0 S 

R F D S 

R F 0 S 




sequences peptidiques communes ont ete amenes en regard mutuel. 
Dans la partie gauche du tableau sont indrques les antigenes dont tes sequences pepHdkjues montrees 
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son! redtquees. Les sequences pepttftques communes sent encadrees. 

Ces observations son! a la base de linvention, laqueBe a. a son tour, confirme fa vafidtte des hypotheses 
initiafement posees. La synthese de peptides contenant de tettes sequences a confirme la valkfite de 
l*hypothese intitialement faite. Des peptides nontenant la sequence RFDS se sont reveles capables d'adherer 
aux lymphocytes T4 eta prevenir r adhesion du virus LAV sur les lymphocytes atnsi modifies. Ces peptides se 5 
sont ainsi reveles comme constitoant I'un des determinants intervenant dans la reconnaissance mutuelte des 
lymphocytes el soil des susdrts antigenes, soit des virus LAV. d'ou rexpression 'peptide adhestotope" qui 
sera utiKsee dans ce qui suit. 

A linstar de ce qui a ete observe dans d*autres systemes qui ont ete decrits, par exemple celul qui a conduit 
a la determination du site de reconnaissance de nombreuses cellules eucaryotes par la fibronectine (1), (2) et 10 
(3) (site qui s'est trouve etre localise dans one sequence RGDS), on a constate que dans le cas de Tinventron, 
le peptide RFDS pouvait §tre remplace par un peptide ayant une sequence inversee ('forme mirolr"), 
c*est-a-dire le peptide SDFR. 

Dans la mesure ou le site RFDS est porte par le virus LAV ou par les antigenes MHC specifiques des 
lymphocytes T4 (ou d'autres lymphocytes, tels que les lymphocytes T8). ff en decoulait aussi la possible que 15 
les molecules T4 des lymphocytes eux-memes devaient comporter des sequences peptldiques definissant les 
sites susceptiWes d'intervenir dans la reconnaissance mutuelle susdite. L'mvention devait ainsi permettre de 
reconnaitre que cette sequence devait normalement etre formee par Tun des peptides RADS ou SDAR, en 
raison de leur configuration spatiale et des charges portees par certains do teurs resldus aminoacide (charges 
complementaires de celles des residus charges de RFDS ou SDFR). 20 

Les conditions qui precedent peuvent etre iHustrees par le schema suivant : 



MHC R F D S , . . .> 



25 



+ 

;<.-".-. . ;S D A R . . T4 30 

Linvention concerne done plus. partrcuBerement • tout peptide contenant au moins une sequence 
tetrapeptidique choisie parmi RFDS, SDFFi, RADS qui constitue un site present dans la molecule T. ou SDAR, 
ce peptide preseritant une configuration telle que la sequence tetrapeptidique soit exposee dans des is 
conditions lui permettant d'tnteragfr avec un recepteur ceHutaire, tehu de conserver ses proprietes 
d'acftesiotope. 

A cet egard on remarquera que la gtycoproteine d'enveloppe des LAV contient egalement une sequence 
tetrapeptidique SDAR (dans ARV 2) ou SDAK (dans LAV, LV. HTLV HI). 

D'une facon generate, les peptides selon linvention peuvent §tre choisis parmi ceux qui sont represents 40 
par les formules generates : 

X RFDS Z (I) 

X SDF R : Z (II) 

X SO AR Z (III) 

X RADS Z (IV) 45 

X SDA K — Z (V) 

dans lesquelfes X est un atome dhydrogene ou un groupe peptidique avec une extremite N-terminaie et Z est 
un groupe OH ou un peptide ayant une extremite C-termfrtale. ces peptides X et Z ne contrevenant pas. 
lorsqulls sont eux-memes constitues par des sequences peptldiques, a la necessite rappelee plus haut 
d'autoriser ('exposition de la. sequence tetrapeptidique. $q 

Des peptides; preferes selon (Invention sont constitues par les tetrapeptides eux-mdmes. Des peptides 
plus actrfs sont ceux qui contiennent dans une meme structure Tun des tetrapeptides sus-indiques. Des 
peptides intermediaires preferes sont ceux qui sont constitues par des acides amines nTnfluencant pas la 
rnorphotogie d'ensemble du peptide total, par exemple une chaine comprenant de 2 a 10 residus alanine. 

D'une facon generate. le choix des groupes peptldiques pouvant etre assoctes aux sequences 55 
tetrapeptidiques selon l invention (ou dont I'utilisation devrait Stre evitee) peut etre guide par rutilisation de 
programmes permettant la modefisation des configurations des polypeptides susceptiWes d'etre obtenus au 
terme de ( assemblage de series predetermines d'aminoacides. De tels programmes ont notammenl ete 
decrits par (14). (15) et (16). 

D'autres peptides preteres conf ormes a rinvention sont ceux qui peuvent 6tre representes par tes formules 60 
suivantes (dans lesqueltes chaque tiret represente un residu d'aminoacide) : 
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X R F D S — EL — Z (VI) 

X — RE R F D S : - Z (VII) 

5 X RE — R F P ? — EL Z (VIII) 

dans tesQuefles X el 2 ont les significations sus-irtdiquees. 
Des peptides particuKefement.preferes conferment des sequences potypeptidiques choisies parmi : 
70 REVLE WRFDS RLAFHHVAREL (IX) 
REVLE WRFDS KLAFHHVAREL (X) 
REVLEWRFDSK LAFHHMAREL (XI) 

respectivemenl issues des sequences codables contenues dans les genomes de LAV 1a. HTLV III. ARV2 el LV 
rappetees dans le tableau. Les elements de sequence soulignes correspondent aux sequences davantage 

15 specifiques qui ont ete defintes plus haul. 

D'une facon. generate, le nombre total, de residus d'acides amines contenus dans les sequences 
peptidiques selon rinvention nest pas determinant. II sera essentieDemenl limit e par des raisons d'ordre 
pratique, pour ce qui est de la synthese chimique. Normalement le nombre total d'acides amines ne depassera 
pas 50. Avantageusement, il est inferieur a 30. voire meme a 20. 

20 La capacite des peptides adhesiotopes selon (Invention dlnhiber I'adhesion dun virus LAV a des 
lymphocytes T4 peut etre appreciee, notamment par la diminution, voire la suppression de la fixation du LAV 
au recepteur membranatre des lymphocytes T4 apres que, sott les lymphocytes (dans le cas de peptides 
contenant RFD5 ou SDFR). sort les virus (dans le cas des peptides contenant SDAR ou RADS) aient ete 
pretncubes avec ces peptides. 

25 A cet effel on peut utiftser le virus LAV marque, par exempte couple a la ftuoresceine isothiocyanale (LAV 
FITC). La propriete adhesiotope du peptide etudie s'apprecie alors par la reduction ou meme la cfisparition 
totale de lymphocytes retenant te virus marque, apres separation eventueife de I'excedent de virus marque 
non fixe sur les lymphocytes. 
On peut naturellement avoir recours a toute autre methode appropriee pour la mesure du pouvotr 

30 adhesiotope des peptides a I'etude. 

B ya naturellement de. soi que certains des ammoacides, dans les structures envisagees peuvent etre 
rempJacees par d'autres. Eventuellement dans la sequence RFDS. le residu F peut etre remptece par un residu 
Y. D une facon generate; on peut avoir recours a toute substitution, d'aminoacide par un autre aminoacide 
isosterique.- - 

35 Les peptides selon. (Invention sorit utifisables comme reactits, par exempte pour detecter dans un fluide 
biologique. tel que le serum d'un malade. des anticorps diriges contre les pr oteuies du virus HIV diriges contre 
la region de la proteine contenant la sequence RFDS ou contre la region coriienant la sequence SDAR (ou 
SDAK) de I'enveloppe du virus, 
(.'invention conceme plus; particulierement ces peptides en tant quits peuvent etre utifises pour la 

•w fabrication d'anticorps monoclonaux ou pdyctonaux susceptibtes de. les reconnaitre specif iquement. Ces 
peptides peuvent etre modifies par rhomrne du metier pour quTls puissent se fixer sur le site de fixation du 
LAV sur des cellules T4 sans inter! erer avec lactivfte de la proteine T4 avec le systeme HLA. Ces peptides 
peuvent etre utilises dans des kits de diagnostic pour la recherche cTanticorps anti-HIV dans le serum des 
malades. lis peuvent aussl fetre utifises pour la d6tection de proteines virales dans le serum des malades et 

45 aussi a des fins therapeutiques par administration a des malades dans le but oTempecher la dissemination de 
l infection a de nouvelles cellules ou a des personnes non encore atteintes et ce a des fins preventives, pour 
empecher rinfection.. 

L'invention conceme encore les regions intermediaires entre les sites RFDS et EL, d une part, et RE, d'autre 
part dans tes genomes des ditferentes formes de virus LAV qui ont ete isoles. 
50 Ces regions sont caracterisees par un grand degre de conservation, II s'agit plus particulierement des 
regions 
VLEW 

RLAFHHVAR 
KLAFHHVAR 
55 RLAFHHMAR. 

Lmvention cone erne aussi I'application de ces derniers types de peptides, aux memes fins que cettes qui 
ont ete indiquees pour les precedents peptides. Ds peuvent le cas echeant etre utilises cfireclement pour sa 
fabrication d'anttcorps monoclonaux ou polycJonaux. ceux-ci etant alors aptes a se fixer sur les proteines T4. 
in vitro ou in vivo sans interferer avec raclivile de la proteine T4 avec le sysleme HLA. 

60 L'invention conceme encore les compositions immunogenes qui peuvent etre preparees en mettant en jeu 
les peptides selon I nvention, le cas echeant amenes sous tes formes appropnees a la manifestation in vivo de 
cette immunogenicile. dune part, et la production cTanticorps, de preference monocIonauxT^ptus 
specifiquement diriges vers les sites specifiques de ces peptides: Par "sites specifiques'. on entend plus 
particulierement ceux qui ont ete indiques dans ce qui precede, en I' occurrence tant les sites RFDS, SDFR, 

65 SDAR. RADS. EL ou, d'ailleurs egatement, LE. RE ou ER (EL et ER faisant egatement partie de Hnvention), que 
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Sf. ^arne^r^L^ 5 ? ' • 9'oupes peptidiques et plus sp^cifkjuement res peptides inlermecfeires 
entre RFOS el EL. d une part.RFDS et RE. cfautre part . dans tes genomes deswrustAVconcemes; 

t H 616 C ^ Sta!§ to s ^ uer *e RFDS constitue apparemment le site de reconnaissance utHisabte 
par d a^trestypes de virus a regard des ceButes qu'Us sent capables dTnf ecter. Tet est par exompte le cas du 
rhmowus HRV14. dont la proteine VP1 contlent egatement b sequence RFDS. U mime generation peat 5 
i^d5 r s!oS>e nr ^S daUtreS ^ CXemple 16 ^ *»* glycoprotein* cofrtient 

D'autres peptides preferes selon Invention sont caracterises par la formule suivante ■ 
X---JBFDSD Z (XII) 

dans taqueDe X et Z ont tes significations sus-indiquees et J est A. V ou U ces peptides comportant de 6 a 20 10 
vore 30 restdus aminoacyle. ~ 

hSrSSS^ |)Sj^ aPPartGnant * cct,e cat6oorie de WlWes presented la formule : 

ou la formule H 2 N LRFDSD OH {XIV) 

Un heptapeptide prefere appartenant a cette categorie presente la formule - 
H2N-LRFDSDL-OH (XV) 

(ct-apres encore designee par la formule LRFDSDL ou par rabreviation "DR-7") 

A cet heptapeptide correspond une sequence contenue dans le domaine 01 de molecules HLA-DR de 
classe 2. 

D'autres peptides preferes conformes a Tinvention sont caracterises par la formule • ». 

X EEBJRFDSDVGE Z (XVI) 

dans laquelle : 

X et Y ont les significations sus-indiquees, 

B est choisi parml Y. S, D, F ou N. plus particulierement Y ou D„ et 
J est choisi parmi A. V. L et avec F pouvant eventueflement etreremplace par Y 

deto5 ideS Pf6,6f §S Wartenant a cette calegorie de peptides sont constitues par des dodecapeptides 

H2N-EEBJRFDSDVGE-OH (XVII) 
et plus particulierement : 
H 2 -EEYDRFDSDVGE-OH (XVIII) 

(qu encore designe ci-apres par. la formule EEYDRFDSDVGE ou par ia designation *DR12) 

D'une facon generate, nnvention concerrte lout peptide du rr^me type susceptible d'avotr une sequence 
esse^tielternent semblabte. telle que susceptible. tfStre presente. dans d'autres molecules HLA DR noh 
ldentrf;ees dans le tableau presente a la fin de cette desenption. 

Parmi ces peptides oh mentionnera encore plus particulierement ceux de formule - 

. X — — — EEBJRFDSDVGEUFIAVTEL — Y (XIX) 

dans JaqueHe X et Y ont les significations sus-indiquees et U est Y, F ou H 

Dans tous les peptides qui viennent d'etre identifies, 9 sera ratureltement remarque que les groupes X et Y 
1 r-f IS* 5001 m *™*** el -° H respectlvement) doivent etre tels quHs ne motfrffenTpas tes 
quafttes adhesiotopes de la sequence RFDS (ou RYDS) elte-fnfeme. 

Comme precectemment . evoque, les peptides susindiquds peuvent etre remplaces par ceux qui lew 
correspondent et dans les antigenes T4 des lymphocytes auxifiaires. les sequences etant presumees 
intervene dans la reconnaissance rnutuelte des HLA-DR -et des lymphocytes T4. A titre dexernple de tels 
peptides, on mentionnera celui de formule - " 
DRADSKL (XX) 

(ci-apres designe par T4-7').. Ces sequences contends dans les antigenes. T4 sont cefles qui sont * 
presumes (ce qui a daiDeurs ete verifie) interyenir dans tes reactions de reconnaissance rnutuelte des 
ant^enes HLA (en I occurrence des molecules HLA-DR dans Texemple consktere) et des lymphocytes T4 A 
trtre d exemptes de tels peptides, on mentionnera : . 

- celui de formule : 

DRADSKL (XX) 50 

{ci-apres designe par rabreviation 'T4-7"). ce peptide correspondant au peptide 'DR-7' susdit ou 

- celui de formule : . ' 
KLNDRADSRRSL (XXI) 

(ci-apres designe par rabreviation T4- 12'). ce dernier peptide correspondant alors au peptide Wre- 

M^Z^Z^^^^^ 61 dC ,aCW PIUS & n *°*- des P^«*» tenant <a sequence 
^ ^ S ^?"T eS W fidk »^ nmterterant pas avec la capacite de la sequence 

RADS a etre reconnue par des molecules HLA humames. phis particulierement HLA-DR. 

n h^rl 0 ?^ 0 partiCUli6re,nenl Darmi tes Pr^dents ceux qui sont capables 
dexercer reflet »mmunomodulaleur dont a a ete question dans le preambute de cette de^iptroa plus 
partrcuberemeni j rfegard ds antigenes generalement susceptibtes dlnduire in vivo des re^onsel 
immumtaires mediees par des antigenes HLA de classe II. notamment HLA-DR ~ 

hi a ^ i ta ^ etamnt capables comme les anticorps monoclonaux specifiques des molecules 

HLA-DR. et T4. respect rvement. d inhiber in yrtro les interactions entre les macrophages et tes lymphocytes 65 
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auxBiaires (fymphocytes T4). d une part et entre les lymphocytes T4 et les lymphocytes B, d'autre part, tes 
proprietes inhibilrices de ces peptides ont ete mises en evidence soft individueflerrient, soft dans des essais 
de synergie dmhi&H'ton realises in vitro dans un systeme experimental tout a fait analogue a celui decrit par A. 
FtSHER et aL Eur. X Immunol, i 1986), 16 : 1 1 1 1-1 1 16. visant a etudier tes reponses immunes in vitro de ces 

5 lymphocytes a regard du meme virus de la grippe, si ce n'est que ces essais ont ete realises avec des doses 
sub-inhibftrices de peptides complementaires l*u» de fautre lEEYVRFDSDVGE et KLNDRADSRRSL). en lieu 
et place des doses sub-inhibitrices d anticorps anti-HLA-DR et anti-T4 respectivement qui avaient ete mises 
en oeuvre dans ces essais de synergie d inhibition par FISHER et al. 
On rappellera en eflet que. dans ce systeme. ('incubation in vitro, d une part, de lymphocytes T auxiftaires 

*0 avec un anticorps anti-T4 en concentration infra inhibitrice. et. dautre part, de lymphocytes B avec un 
anticorps anti-HLA-DR en concentration intra-inhibilrice. provogue une inhibition puissante de la production 
d anticorps. 

II a ainsi ete mis en evidence que le peptide EEYVRFDSDVGE (DR-12) analogue de molecules HI_A de 
classe II DR tstrictement des molecules murines IA*) inhibe de facon tres significative et reproductible la 

15 proliferation specifique du virus influenza des lymphocytes T ainsi que la production d'anticorps contra ce 
virus a des concentrations de I'ordre de 10 micro-molaires. Cette inhibition est fatble sous I'effet du peptide 
RFDS. seuL Des resuttats intermediaires sont obtenus avec des peptides contenant la sequence RFDS 
entouree d'acides amines, de ceux qui, dans les molecules HLA de classe II. entourent la sequence RFDS. 
C'est ce que Ton a notamment observe avec le peptide "DR-7'. 

20 Un peptide de 12 acides amines contenant la sequence RADS. en parttcuiier le peptide KLNDRADSRRSL a 
une actrvite inhrbitrice moderee mais significative. 

L'effet inhtbrleur de ces peptides, analogues de la molecule HLA de classe U se sont revetes tout a fait 
paralleles a ceux que Ton peut obtenir a Taide d'anticorps monoclonaux diriges contre la molecule T4. Ainsi un 
- clone de lymphocytes T specifique du virus influenza dont la proliferation induite par fantigene est resistante a 

25 nnhrbrtton par des anticorps-anti T4 est egalement resistante a finhibition par les susdits peptides analogues, 
alors que I'effet auxtliaire (activation des lymphocytes B) de ce meme clone est sensible aussi bien aux 
anticorps anti T4 qu'a ces peptides, analogues de DR. 

Un argument supplemental en faveur d'une interaction reelle entre RFDS et RADS resulte cTexperiences 
demontrant une synergie dinhibition par ces peptides des interactions ceflulaires. ' 

.30 On observe, dans les conditions experimentales decrites par FISHER et al, une inhibition importante de la 
proliferation 6u de la production d'anticorps speciftques du virus influenza; lorsque des lymphocytes T; apres 
1 avoir ete prfiMncubfes avec des corKiehtratlons inf ra^inhibitrices du EEYVRFDSDVGE. ont ete mis en contact, 
soft avec des monocytes, sort avec des lymphocytes B, qui avaient egalement ete pre-incubes avec des 
concentrations infra-inhibitrices du peptide analogue de T4 KLNDRADSRRSL. L'effet de synergie ainsi 

25 ' observe n'est pas obtenu en utiflsant d'autres peptides ou eventuettement d'autres anticorps sans rapport 
avec tes molecules T4 et classe II. 

La validity de ces resuttats est confirmee par le fait que les peptides utilises n'ont pas d'effet cytotoxique sur 
les cellules employees. Hs nlnhibent pas des tests foncfionnels des lymphocytes T nlmpffquant pas les 
molecules HLA de classe II. D'autre part; en pre-incubant les peptides avec des anticorps anti-peptides. 

40 specifiques. on peut bloquer I'effet inhibiteur du au peptide. 

Cependant les sequences adjacenles a la structure preservee RFDS, mais qui varient entre molecules HLA 
DR. DQ et DP, pourraient avoir un rdle dans Tetablissement d'une structure tertiaire indispensable a 
nnteractibn avec les molecules T4. En effet les peptides analogues de HLA DR n'ont pas d'effet inhibiteur. 
Les peptides selon (Invention peuvent elre prepares par les techniques classiques. dans le domaine de la 

45 synthese des peptides. Cette synthese peut etre realisee en solution homogene ou en phase sotide. 

Par exemple on aura recours a la technique de synthese en solution homogene decrite par HOUBENWEYL 
dans Touvrage intitule "Methode der Organischen Chemie"* (Methode de la chimie organlque) edite par E. 
WUN$CH. vol. 15-i et H. THiEME. Stuttgart 1974. 

Cette methode de synthese consiste a condenser successrvement deux a deux les aminoacyles successifs 

50 dans fordre requis. ou a condenser des aminoacyles et des fragments prealablement formes et contenant 
deja plusieurs reskfus aminoacyles dans fordre approprie, ou encore plusieurs fragments prealablement ainsi 
prepares, etant entendu que I'on aura eu soin de proteger au prealable toutes les fonctions reactrves portees 
par ces aminoacyles ou fragments, a ('exception des fonctions amine de fun et carboxyte de 1'autre ou vice 
versa, qui dorvent normalement "Hitervenir dans la formation des liaisons peptidiques, notamment apres 

55 activation de ta fond ion carboxyte, selon les methodes bien connues dans la synthese des peptides. En 
variante. on pourra avoir recours a des reactions de couplage mettant en jeu des reactifs de couplage 
cJassfque. du type carbocfiimide. tels que par exemple la 1 ^lhy»-3-(3^irr«thy^anwK>pr 
Lorque faminoacyle mis en oeuvre possede une f onction ackte supplemental (notamment dans le cas de 
f acide ghjtarntque). ces fonctions seront par exemple protegees par des groupes t-butytester. 

GO Dans le cas de la synthese progressive, acide amine par acide amine, la synthese debute de preference par 
la condensation de I'aminoacide Oterminal avec Taminoacide qui correspond a raminoacyle voisrn dans la 
sequence desiree el ainsi de suite, de proche en proche. jusqu'a Tacide amine N-terminaL Selon une autre 
technique preferee de llnvention. on a recours a celte decrite par R.D. MERRIF1ELD dans Particle intitule 
"Solid phase peptide synthesis* (J. Am. Chem. Soc„ 45, 2149-2154). 

^ Pour fabriquer une chaine peplidique selon le precede de MERRIFIELD. on a recours a une rfesine polymere 
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tres porei/se, sur laquelfe on fixe le premier aminoackte C-terrntnaJ de la chaine. Cet aminoackle est fixfe stir b 
restm? par Hnterrn&fraire de son groupe carboxyBque et sa t onction amine est protegee par exempte par te 
groupe t-butytoxycaiuohyle. 

Lorsque te premier arranoacide C-terminal est ainsi fixe sur la rfeslne. on enleve le groupe protecteur de la 
f onction amine en tavant la resine avec un acide. 

Dans te cas ou te groupe protecteur de ta fonction amine est le groupe t-butytoxycarbonyle. it peut etre 
elimine par traitement de la resine a TAide d'acide trifluoroacetique. 

On couple ensurte le deuxieme ammoacide qui f ournJt le second aminoacyle de la sequence recrterchee a 
partir du residu aminoacyle C-terminal sur la fonction amine deprotegee du premier aminoacide Oterminat fixe 
sur la chaine. De preference, ta fonction carboxyle de ce deuxieme aminoacide est actrvee. par exemple par la 
dicyclohexyicart>odojrrtde. et ta fonction amine est protegee, par exemple par le t-butytoxycarbonyte. 

On obtient ainsi la premiere partie de la chame peptldique recherchee, qui comporte deux aminoacides et 
dont ta fonction amine terminate est protegee. Comme precedemment, on deprotege la fonction amine et on 
peut ensuite proceder a. la fixation du Iroisieme aminoacyle. dans les conditions analogues a ceBes de 
laddition du deuxieme aminoacide C-terminal. 

On Tixe ainsi, tes uns apres les autres, Ees acides amines qui vont constituer la chaine peptldique sur le 
groupe amine chaque fois d6protege au prealable de la portion de la chaine peptidlque deia formee et qui est 
rattachee a ta resine. ' 

Lorsque la totality de la chaine peptldique desiree est formee. on elimine les groupes protectees des 
drfferents arriinoacides constituant ta chaine peptidique et on.detache le peptide de ta resine par exemote a 
Taide d'ackte fluorhydrique. . 

LTnvention concerne egalement tes oOgomeres hydrosoIuWes des peptides monomeres sus-inoraues 
Uofigomerfeation peut prbvoquer.un accroissement de r immunogenic^ des peptides monomeres seton 
rinvention. Sans qu'une telle indication chiffree puisse etre consideree comme limitative, on mentionnera 
neahmoins que ces. oBgomeres peuvent eventuetlement contenir de 2 a 25 unites monomeres. 

Ette concerne plus particuljerement ceux des ofigomeres dans lesquels les motifs adhesiotopes sont relies 
tes uns aux autres par. des chainons peptidiques intermediaires n'fnterferant pas avec leurs possibflitfes 
. deposition. Ces chainons spnt par exemple constitues par des olpeptides Ala-Ala. 

On peut.avofr recours. pour realiser/roligornerisation. a toute technique de polymerisation couramment 
utrffeee dans te dorname des peptides, cette polymerisation etant conduite jusqu'a Tobtention d'un oligomere 
ou potymere ontenant le nombre de motifs monomeres requis pptir ("acquisition de rimmunogenlcrte dfesiree 

Une rn^lhode prfef &ee de rqligomerisation ou de rxrfymerisation. du monomere consiste dans 1a reaction de 
celuR;i avec yn ?geni de reticulation, tel que te glularaldehyde. 

On peut egalemeni avoir recourse d'autres methodes d'ofig^merisation ou de couplage par exempte a 
ceUe mettant en jeu des couptages syccessifs d'unites monomeres. par l intermediaire de leurs fonctions 
terminates carboxyle et amine en presence d'agents de couplage homo- ou hetero- bifonctionnels 

On Peut egalernent, pour la production de molecules comportant un ou plusieurs motifs nonapeptidiques 
tete que dfefinis ^hdessus. avoir recours a des techniques du genie genetlque mettant en oeuvre des 
mrcrc-organfemes transformes par un acide.nudeique determine comprenant des sequences nucleolicfiaues 
appropriees correspondantes. 4 

LTnverrtioo concerne encore les conjugues obtenus par couplage covalent des peptides seton Invention 
(ou des susdits ofigomeres) a des . molecules porteuses (natureltes ou synthetiques) physiofogiquemerrt 
acceptabtes et non toxiques, par rintermediaire de groupements reactifs complementaires respectfvement 
portes parte molecule porteuse et le peptide. Des exemples de groupements appropries sont iflustres dans ce 
qui suit ; 

A litre exemples de molecules porteuses ou supports rrtacrornoleculaires entrant dans la constitution des 
conjugues seton Hnvention. on mentionnera des proteines natureltes. teltes que I'anatoxine tetahique 
TovaS>un»rte. des scrums atburnines, des hemocyanines. etc.. 

A litre de supports macrornolecutaires synthetiques. on mentionnera par exemple des polylysines ou des 
poty(D -L-alanineJ-porytL-tysine). 

La mterature menttenne cfautres types de supports macromoleculaires susceptibles d^etre utilises 
tesquets presentent. en general un poids molecutaire sup6rieur a 20.000. 

Pour synthetiser tes conjugues selon rinvention. on peut avoir recours a des procedes connus en soi tels 
que cetui decril par FRAMTZ et ROBERTSON dans "Infect and Immunity*. 33; t9^198 (1981) ou celui decrit 
dans Applied and Environmental Microbiology*, octobre 1981. vol. 42. n ' 47611-614 par P.E KAUFFMAN en 
utBisant le peptide et ta molecule porteuse appropriee. 

Dans te pratique, on utaisera avantageusement comme agents de couplage tes composes suivanis cites a 
trtre non SmitaUf : aldehyde glutanque. c^rolormiate d*ethyle. carbodiimtdes hydrosotubtes (N-ethyt-N (3-di- 
m^thylamino-propyl) carbodHmide. HO). dHsocyanales. htsdiazobenzidme. d>- et tnchloro-s-triazines 
bromures de cyanogene. benzoquinone. ainsi que les agents de couplage menlionnes dans Scand S 
tmmunol.. 1978, vol. 8. p.7^23 (AVRAMEAS. TERNYNCK. GUESOON). 

On peut avoir recours a tout procede de couplage faisant mtervenir d une part une ou plusieurs fonctions 
reactives du peptide el d autre part, une ou plusieurs fonctions reactives des molecules supports 
Avantageusement. it s agil des toncl tons carboxyle et amine, fesquefles peuvent dormer Beu a une reaction de 
couplage en presence d un agent de couplage du genre de ceux utilises dans ta synthese des proteines par 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 . 



50 



55 



BO 



65 



9 



0226 513 



exempts le 1^thyt-3-(3Hdinwtrn^^ le N^rydroxybenzotriazoJe, etc.. On petit encore 

avoir recours a la glutaraldehyde. rwtamrnent lorqu'3 s'agrt de relief entre eux des groupes amines 
respectrvement portes par fe peptide el la molecule support. 
Des caracteristiques supptenientatres de ITnvention apparattront encore au cours de la description qui suit 
5 des conditions dans tesquefles des peptides preferes de I invention ont ete obtenus. 

EXEMPLE 1 : 

Synthese du Arg-Phe-Asp-Ser-Ala-Ala-Arg-Phe-Asp-Ser 
W Pour preparer ce peptide, on a recours a la synthese peptidique mentionnee ci-dessus et on precede 
comme suit ou de facon equivalente. 
Les abreviations utitisees dans te cadre de cette synthese ont la signification suivante : 
BOC : l-buiytoxycarbonyie 
Asp : abide aspartique 
15 Ala : alanine 
Arg : arginine 
Ser : serine - 
Phe : phenylalanine. 

On utilise comme arninoacides des N-aJpha-arnfrioacides proteges uniquement avec le groupe 
20 t-butyloxycarbonyle (BOC). 

Les groupes foncttormefs tateraux sent proteges comme suit : 
Arg est protege par le groupe tosyfe. 
Asp est protege par le groupe cyclohexyte v 
Ser est protege par le. groupe benzyte. 
25 On distiOe CH2CI2 a partfr de NazCOs anhydre avant utilisation. 

II estavantageuxxf utiSser un support de resine constttue par un copotymere chloromethyle de styrerie et de 
' dMnylbenzene a 1 Wo (commercialise par les Laboratoires BIORAD). 

La N-alpha-t-butytoxycarbarry^O-te est de preference esterifiee sous forme de son set de 

cesium (GISIN B.F. (1973 r Hefv. Chim. Acta 56^1476). 
30 - ; La synthese est effectuee dans un syntbetiseur automatique du type de cefui commercialise par BECKMAN 
sous, la designation 990 . - -v ^ . . - 

Chacon des acides amines entrant dans fe -constitution du peptide selon I'invention est fixe a la chaine 
- peptidique deja formee comme H est findique ci-apres. 

a) Oh lave trois fois la resine pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene pour la mettre 
35 en suspension. 

b) Oi lave ensuite une fois pendant environ trois minutes avec de I'acide trifluoroacetique a40<Vb pour 
impregner la resine. 

: c). On relave une fois pendant environ 30 minutes avec de I'acide trifluoroacetique pour deproteger le 
groupe N-terminal de la chaine peptidrque deja formee. 
40 d) On lave ensuite deux fois pendant environ 3 minutes vec du chlorure de methylene pour eliminer 

I'acide trifluoroacetique. • 

e) Puis on lave deux fois pendant environ 3 minutes avec de 1'aJcool isopropytique pour eliminer le 
chlorure de methylene. 

f) Puis on reimpregne le mffieu en lavant 4 fois pendant 3 minutes avec du chlorure de methylene. 

45 g) On lave trois fois pendant environ 3 minutes avec de la diisopropylethylamine pour neutrafeer la 

fonction amine, qui se trouvait safifiee sous forme de son sel avec I'acide trifluoroacetique. 

h) On lave quatre fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methytene pour chasser la 
olisopropyiamine en exces. 
t) On ajoute racide amine a fixer sur la chaine peptidique deja formee. comme incBque cl-dessous. 
50 j) On lave ensuite trois fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene. 

k) Puis on chasse le chlorure de methylene en lavant deux fois pendant environ 3 minutes avec de 
Falcool isopropyftque. 

I) On lave enfin trois fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene, pour remettre le 
milieu reacllonnej dans son sotvant. 
55 En ce qui conceme la fixation da chacun des acides amines a une chaine peptidique deja formee, on a 
recours a un acide amine (en exces par rapport a la chaine peptidique deja formee. cet exces correspondant a 
environ trois fois la charge de la chaine peptidique) dont la fonction amine est protegee par te groupe 
t-butytoxycartewyfe et dont la fonction acide est activee par la o3cyclot»exytcarbodiirnide, rhydroxybenzotria- 
zote ensuite addffionne afin de rri&ttrraser fes reactions secondares (ARENDT A.. KOLODZIEJZKYK AJvL 
60 (1978) Tetrahedron Lett 40, 3867), (MOJSOV S;, MITCHELL A. R. (1980) J. Org. Cnem. 45. 555). 

Apres cheque etape d'addrtion d'un acide amine, on determine la quantite d acide amine libre qui n*a pas ete 
fixee sur la chaine peptidique. par le test a la ninhydrine (KAISER E;, COUESCOTT R.L et al. (1976) AnaL 
Biocherrn 34, 595). 

A ta fin de la synthese. on elfmine tqus les groupes protectees fixes sur le peptide porte par la resine. On 
65 detache le peptide de la resine a faide decide ftuorhydrique anhydre a raison de 10 ml d'HF anhydre par 
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gra^ dc resine, en pr6serK» de aesoJ (1 g par gramro 
environ 60 mmutes. 

-^^vaporatk>ndel^^ 
de la resine par extraction a laide cfacide acetique a 5%. Les extrarts sdnt cfilues a Teau et lyophaises 

Le peptide brut obtenu est soluble dans reau tf est purffie par chromatography sur une cotorme du type de 
celte commercialisee sous le nom GF 05 (IBF) en utillsant comma phase mobile de Tacide acetique a 5 <Vfc On 
roesure une absorption a 254 nm. Les drfferentes fractions du pic principal son! examinees sur le plan de leur 
homogeneite et rassemblees, puis repurifiees par HPLC [abreviation de Texpression anglaise 'High Pressure 
Liquid Chromatography- ou 'Chromatographic en Phase Uquide Haute Pression). chargees en le materlau 
connu sous la marque PART1SIL ODS2 (Whatman, magnum 9). au moyen o"un gradient de 0 a 70<Vb 
dac6tonjtrile en presence de 1 pour miBe tfacide trifluoroacetique. Les fractions sont colteclees et 
tyophiOsees avec un rendement global de 25%. 

La composition en acides amines, apres bydrolyse adde totate. confirme la structure du peptide 

On mesure la purete par chromatographic fiquide sous haute pression en phase inversee sur une colonne 
*j type de cefe conriroercjafcee sous le nom >i Bondapack C18 dans iaquelie retuant est un gradient que Ton 
fart passer en 20 minutes de la composition 0 % d'acetone - 100 <V& de tampon phosphate 0 0025 M pH 2.5 a la 
composition 60 <W> d'acetomMO q*> tampon phosphate. ' 

EXEMPLE 2 : 

Synthese du peptide de formute RAPS 
La synthese est reafeee dans des conditions analogues a cettes decrites dans I'exempte 1 
On obtient le peptide avec un rendement de 30 cvb. 

EXEMPLE 3 : 



W 



20 



25 



e^o^!Ti^ faQOn - ° n r6alise les ^theses de KLNDRADSRRSL et des polypeptides suivants : 
5UF RAAHFD.S 

RADSAASDAR 

SDARAARADS. 

EXEMPLE- 4 : 36 

De la meme fapon, on realise les syntheses <Jes polypeptides dont les sequences correspondent a ceDes 
^™ 0U ^r^2^. d0nt teS ******** ^regees apparaisserit a gauche de la Bste qui suit : 
HLA-DR20 VRFLDRYFYNQEESVRFDSOVGEFRAVTELGRPDA 

LAV-F SLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELPHEYF « 

HRV-14.VP1 SLVOLRKKLEUrrYVRFDSEynLATASQPDSANY 

T6 RLGDTFVLTLSDFRRENEGYYFCSAL 

T4 NQGSFLTKGPSKLNDRAFSRRSLWDQGNFPL 

EBV DGNKETFHERADSFHVR7NYKIV 

EXEMPLE 5 ; 40 
Sequence contenue dans la glycorproteine d'enveloppe 

- de ARV2 : GVPVTVVVKEATTTLFCASDARAYDTEVHNVWAT 

- de lav ) 

HTLV 111 ) : GVPVWWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWAT 
LV ) 

EXEMPLE 6 



45 
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55 



Les peptides suivants on! ete synthases (et certains dentre eux testes, cornme decrit plus haul dans des 
essais de mediation celtulaire in vitro selon la technique de FISHER et al) * 

- Peptides de 4 acides amines 
"DR-4- : RFDS HLA classe II 

- Peptides de 7 acides amines 
T4-7" : DRADSRK T4 
'OR-7- ; LRFDSDL OR 2 

- Peptides de 10 acides amines 
RFDS-A-A-RFDS *~ 
SDFR-A-A-SDFR ' 

- Peptides de 12 acides amines 
T4-12- : KLNDRADSRRSL 

-DR-12- : EEYDRFDSDVGE 60 
L'ellicacite des peptides selon linvention. en tant qu inNbiteurs de ( adhesion du LAV a des lymphocytes T4 
est dhjstree a-apres pr les resultals qui ont ete obenus avec le peptide RFDS AA RFDS 
m t*lT™ ? ^ V ^? r6cepteur mcrnbranaire * *» directement appreciee par Tanalyse de ta fixation 
membranaire du wus LAV couple a ta fluoresced <LAV FITQ; En bref. 10« cellules sWincubees avec 6 65 



11 



0226513 



microgrammes de LAV HTC. tavees. puis examinees au microscope a fluorescence. Par cette technique, on 
detecte habttuellemeht environ 10 Qfa de ceButes marquees dans une population de cellules T4 + punfiees. 
Pour evaluer la capacfte du peptide Syniheiique a bloquer cette fixation, des cellules T4 ont ete preincubees 
avec des concentrations variables du peptide, pendant 30 minutes a 4" . Apres lavage defences du peptide 
5 rton fixe, un marquage dassique par te LAV FITC. Par cette technique, on a pu observer que fe peptide etudie 
inhtbait complete™ ent la fixation duLAV RTC a son recepteur jusqu'a des concentrations aussi basses que 1 
microgramme par miBflfire. 

On decrit ct-apres des conditions prefer ees dans lesqueQes les interactions ceUuteires entre les monocytes, 
les lymphocytes T4 et les lymphocytes B peuvent etre influencees par les peptides sekm i Invention. 

W 

1 - Preparation des ceflules monoriudeees du sang periphenque (CMP) 

Le sang veineux est coffecte a partir de volontaires sains sur tiquemine (2500 U. 1/ml-Boche) et ditue dans 
one solution de Hank's 1 X (Biomerieux). Les cellules mononucl&ees sont ensuite isolees par centrifugation 
sur FteoB-Hypaque (Pharmacia Uppsala. Suede), densite 1.077. lavees et resuspendues dans du mflieu RPMI 
is 1640 (Gibco-Biocult. Ecosse) supplement e avec 1 ml de L-glutarnine (Biomerieux), 10 d'un pool de serum 
AB humain decomptemente (30 minutes a 56° C) et d'antibiottques (100 U/ml peniciDine, 100 ug/ml 
Streptomycine). 

2 - Enrichissement en lymphocytes T - Rosettes E (17) 

20 

2-1 SensibOisation des globules rouges de mouton 

Les globules rouges de mouton sont laves trois fots en milieu Hank's 1X. 20 ml de suspension de globules 
rouges 4 2% sont sensibBises avec 1 ml de Neuraminidase 1 U/ml (test. NeuramirtMase^Behring 
Werke-Allemagne) pendant 30 minutes a 3TC. Les globules rouges sensibflises sont laves trois fofs en 
25 Hank's et reajusles a 2 %- 

2.2 Absorption du serum de veau foetal (SVF) 

Le serum de veau foetal (Gibco) est absorbe trois tois sur globules rouges de mouton (1 volume de culot 
ojobulaire pour 1 volume de serum de veau foetal) 
30 - deux fois 30 minutes a 37 ? C 
- une lots 60 mihules a 4*C 

2.3 Formation des rosettes E 

Les lymphocytes sont mis a une concentration de. 10 7 /ml dans du RPMI 1640 sans serum. 2 rnl de 
35 suspension' de globules rouges sensibilizes a la neuramiriidase el 02. mi de SVF absorbe sont ajoutes a T ml 
de suspension lymphocytaire. 
Les tubes sont centrifuges a 200 g pendant 5 minutes places dans la glace pendant 1 heure au minimum. 
Le culot est ensuite remis en suspension tres deBcatement. La population celtulaire formant rosettes (£+), 
tres enrichie en lymphocytes T est separee du reste des cellules (E-) par segmentation sur gradient de Rcoll 
40 a 4 C C. 

Les globules rouges sont ensuite lyses par un choc hypotonique et les lymphocytes sont laves trois fois en 
Hank's. 

3 - Separation des populations T. B, monocytes 

45 Les monocytes sont obtenus apres adherence des ceBules monohucJeees (10 7 /ml) sur boite de Petri 
(Coming) pendant une heure a 37" C. Ces boftes de Petri ont ete preateblement incubees a 4°C avec du SVF 
decomplemente, durant la nurt. Apres avoir recupere les cellules non adherentes, les cellules adherentes sont 
detachees avec un barreau caoutchoute (rubber policeman) et par un pipettage vigoureux. Apres deux 
lavages, eOes sont Irradlees a 4000 rads (IBL 137, source Cs-137. CEA). 

SO Les monocytes restants sont separes des cellules non adherentes par un traitement a la Lsnethytteucine . 
ester (5.10* /mi, 5 mM final. Sigma) 40 minutes a temperature ambiante (18). La reaction est arretee par 
addition de serum AB humain (10 <¥b final et lavages a frokt). 

Les lymphocytes T et B sont separes par la technique des rosettes E. Les cellules T 6tant capabtes de 
former des rosettes en presence de globules rouges de mouton sensibifises a la neuraminidase, apres une 

55 incubation tfune heure a 0°C. Les cellules formant rosettes (E+) seront separees des ceflules ne formant pas 
rosettes <E- ou B) par sedimentation sur gradient RcoH-Hypaque. Les globules rouges de mouton sont lyses 
par choc hypotonique. 

4 - Obtention de lignees T, interteukine 2 dependantes. specffiques du vims influenza 

60 Les lignees specifiques du virus influenza Bangkok (A/Bangkok) sont obtenues a partir de ceButes 
mbnonuclees de donneurs serisibifises (19). 

Les lymphocytes sont mis a la concentration de 10* /ml dans du milieu RPMI. cbntenant 10<Vbde serum AB 
humain (SAB) en presence du virus A/Bangkok a 5 ug/ml. 10 ml sont repartis dans des flacons de culture 
(25cm 2 . Corning). 

6S Apres 7 jours de culture a 37 C en atmosphere humide contenant 5 <Vb de CO2, les cellules mortes sont 
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eliminees par sedimentation sur gradient de FfcoIL Les blastes senstbilises par te vinis sont recueaiis el 
reajustes a (10* 5 )/m1 dans du milieu RPMI, 10%. SAB contemant de Hnterieukine 2 recombinant 
(BIOGEN-Suise) teste sur fignee CTLU. et utilise au 1/16000 final en presence xie lymphocytes autbtogues 
irradies a 4000 rads ou de ttgnees B autofogues immortalisees par le virus d'Epstein-Barr, irradiees a 8000 rads 
(cellules de supplementation ou "feeders*}. Ces "feeders" autologues sont ajoutes tous les 7 jours a un 
rapport : 1 "cellule feeder" pour 1 cefiute de ttgnee. Le milieu de culture est remplace par du milieu frals 
contenant 50 % de sumageant riche en IL2. et de HL 2 recombinant, tes cellules etant reajustees a (10+ 5 )/ml 
tous les trois jours. 

5 - Obtention des fignees B immortalisees par te virus d'Epstein-Barr (EBV) 

Des cellules mononucleees fraicnes ou decongetees sont resuspendues a la concentration de 2.10 6 /ml 
dans du mPlieu RPMI contenant 20 <W» de serum de veau foetal decomplemente, en presence d'EBV. obtenue a 
partr de fignees hematopoietiques B95-8 de marmosrt (N.LG.M.S. Copewood St. Camden), et de cyclosporine 
A a 1 ug/ml final, bloquant toute activation des lymphocytes T. 

La culture se fait a 37* C en atmosphere humide contenant 5Qto de CO2. Le mffieu est change tous les 5 
jours. 

6 - Obtention des surnageants riches en IL 2 

Des lymphocytes sont Isoles du sang de deux ou trois donneurs, apres incubation du sang une nuft a 37° C. 
Ces lymphocytes sont ensuite regroupes, irradies a 1000 rads et ajustes a 10* ml en RPM1 1640 supplement^ 
en L-ghrfamine (2 roM). antibiotiques, 20<Vb de serum AB humain decomplemente et 2 pg/ml de 
phytohemaggiutinine purrfiee (DIFCO). 

Apres 48 heures de culture a 37*C en atmosphere humide contenant 5 Qto de CO2, le sumageant. riche en IL 
2. est recueilli. f»tre (fihre de 0.45 pm de porosite, Schlucher et ScbeH, Allemagne) et congele a -20° C jusqu'a 
1'empioi. 

L'lL 2 recombinant (BIOGEN, Geneve. Suisse) teste sur fignees CTLL 2, et ajoute aux surnageants 
precedents, est aussi utilise dans les tests de proliferation cetlutaire au 1/16000 final. 

7 - Test de proliferation cellulaire 

La pr operation fymphocytaire est induite soit par des mitogenes : 

- Phytohemaggiutinine (PHA) 1/700e (DIFCO), soit par des antigenes apres sensibPisation du sujet (natureDe 
ou par vaccination), 

■r Candicfine (Cd) 500 pg/ml (Institut Pasteur), 

- Virus influenza A/Bangkok 2 ug/ml (Institut Pasteur). • . 

Les cellules sont incubees a 37° C en atmosphere humide contenant 5 °/b de CO* pendant trois jours pour 
les proliferations induites par la PHA, et de six jours pour les proliferations induites par les antigenes 
precedents. 

Selon te type.de cellules utifisees : fraiches ou fignees, le test subira quelques modifications. 

- Pour les cellules fraiches. les lymphocytes sont mis a la concentration de 10 s /ml dans du RPM1 1640 
contenant 10 de serum AB humain decomplemente. supplements de L-glutamine et d'antibiotiques, 200 ut 
de la suspension cellulaire sont dtstribues dans des microplaques a fond rohd, en triple (FLOW). ' 

- Pour les populations separees, les lymphocytes sont mis a la concentration de 10* /ml. dans le milieu RPMI 
10 <Vb serum humain, et les monocytes irradies a 0.25.10* /ml. 100 pi de chaque suspension cellulaire sont 
dtstribues dans des microplaques a fond rond, en triple. 

- Pour les Bgnees T specifiques du virus influenza 15.10* cellules de la fignee preatablement lavees pour 
eliminer le TCGF, sont recombtnees avec 3. 10 4 lymphocytes irradies a 4000 rads, dans des microplaques a 
fond rond. Pour les fignees. la culture est de 72 heures. 

Dans Sous les cas. reduction de la proliferation est reaiisee avec i a 2 ug/mi de virus influenza A/Bangkok. 
La proliferation ceJfufaire est mesuree a.l'aide d*un compteur a scintillations Hquides (Minaxi tri-carb 4000, 
Packard) par llncorporation de thymidine tritiee (CEA). 1 pCi/puits, 6 heures avant la fin do la culture. 4 lignees 
que nous avons obtenues sont testees : PT3. HT4, PT2. FPT1 , ainsi qu'un clone T auxittaire (helper) disponible. 
obtenu par dilution limite : SB 12 (8). 

8 -Test pour la production d'anlicorps anti-influenza 

Les preparations ceBulaires T. B, separees par la technique.des rosettes E. el les monocytes irradies, sont 
resuspendus dans du milieu RPMI 1640 contenant 10% de serum de chevre decronplemente (Flow), 
recombines a raison de 10. 5 lymphocytes B. 5.10* monocytes, 2.10 5 lymphocytes T qui son! les 
concentrations optimafes preatablement mises au point par te laboratoire (16). Le virus A/Bangkok est ajoute 
a la concentration finale de 2 ug. 

Les cellules sont incubees a 37" C en atmosphere humide contenant S<Mo CO2 durant 7 jours. Les plaques 
sont alors centrifugees et les 200 ul de surnageant sont remplaces par 100 ul de RPM1 1640 supplemente en 
L-glutamine (1 mM>. antibiotiques el 1 vol. de serum de veau foetal decomplemente. Apres 5 jours de culture 
supplementaires. les surnageants sont recoltes et stockes a -2 C. La determination, des anticorps 
anti-influenza presents dans les surnageants de culture est reaiisee par la methods immuno-enzvmatique 
(EUSA). 
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3- Dosage des anticorps - technique EUSA (20) 

Fixation de I'anttgfcne . 
5 50 ill de vims influenza {50 ug/ml) 

1 heure a 37"C 

2 lavages PBS. 1 lavage PBS-BSA 3% 
PBS : tampon phosphate saline 
BSA : afburrrine bovine 

W 

Saturation des sites de fixation 
50 ul de PBS-BSA 3 Wo 

1 heure a 37 C 

2 lavages PBS - 1 lavage PBS-BSDA 3 % 

15 

Fixation specifigue des anticorps a dosar 
50 ul de sumageants a tester 

1 heure a 37*C 

2 lavages PBS- 1 lavage PBS-BSA 2°A> 

20 

Potation de fantiglobuKna couplee a la phosphatase atcaline 
50 ill de GaHIgG-phosphatase alcaOne 
\ heure a 37*C . 

2 lavages PBS - 1 lavage. PBS-BSA 2 % . 
25 3 lavages tampon bicarbonate pH 9,6, MgCfe 1.07 M 

Reaction enzyme substrat 
100 ul de p-nitrophenylphosphate disoolque (1 mg/ml). Lecture de la densite optique a 405 nm sur un 
. spectrbmetre MULTISKAN TTTERTEX (FLOW). 

30 : 

10 - Sequences peptidtques utifisees 

- Peptides de 4 acldes amines 
'DR-4" : RFDS HLA dasse II 

- Peptides de 7 acldes amines 
^4-7" : DRADSRK T 4 
"DR-7" : LRFDSDL DR 2 

40 -Peptides de 12 acides amines . 
"T 4 -12" : KLNDRADSRRSL 
"DR-12" : EEYDRFDSDVGE 

11 - Anticorps monodonaux utilises 
45 OKT4A (IgG 2) Anticorps monodonaux de la serie OKT 

OKT4D (IgG 1) (ortho-diagnostic) prepares chez la.souris, revelant ies lymphocytes T dits Inducteurs. 
IOT3 (lgG2a) Anticorps monodonaux {Immuno Tech) 

IOM1 (lgG1) prepares chez la souris et revels par une antiglobulin© ants-&nmunogfobuSr.e da scurfs couple & 
un fluorochrome (Nordic) 
50 IQT3 revelant ('ensemble des lymphocytes f matures 
10M1 revelant Ies monocytes 

1243 0gG2a) Anticorps monodonaux (Becton-Dickinson) 
CA206 (IgG2a) revelant Ies molecules HLA-DR 
L243 
55 206 

Leu 1 (lgG2a) Anticorps monoclonal revelant Ies populations T (COS) (Becton-Dickinson). 
RESULTATS 

60 1 - Inhibition de la proliferation des lymphocytes T 
1-2 - Utilisation de cellules T fraiches 
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Figure 1 

de la coficentrabon en peptide (en ug/ml) dans Ee milieu de culture dans ressai qui suit 
Au ^ s &lm ,est * Prottferatfon ceflulaire de 6 jours Induit par te vhis Influenza A/Bangkok, on observe 

^ * J^S" de 12 acktes anrin6s » ~° Rir Cctle inhibition est 

dependante de la dose et reproductible ; elfe varie dlncfividu a individu enrre 50 et 70<¥b pour une 
c^emratwnde lO ug/ml de peptide. Elle est ires proche de rinhibilion produite par l anticorps monoclonal 
OKT4 qui est de 86 Un autre peptide de 12 acides amines : T 4 ~12' a un effel inhibiteur modere variable 

Figure 2 

Si on compare reffet inhibiteur de trois types de peptides W se cfrfferenciant par te nombre decides 
amines entouranl I to sequence RFDS :'DR-ir . 'DR-/'. *DR-4\ on note une correlation entre la longueur des 
s^uences peptidiques [1 sur fa*e des abscisses de la fig. 2) et ITntensite de rinhibition (en ordonnees a la 

Ces effets sont aussi reproducliWes. et peuverrt elre retrouves (fans cTautres systemes de proliferation tels 
te systSme tuberculme ou tetanos (non represent*). "-t-uiuraanonieis 

B a ete verifie par comptage des cellules au bleu de trypan que cette inhibition par les peptides n'etait pas 
tec^s^c^SL^PHA" 8 ' AUCUI>e inhibiti °" nest P 3 * con,re observee dans un systeme induit par des 

cpo 







PBL 


seuls 




893 






PBL 


+ PHA 


(1/700) 


47.527 


PBL 


+. 


PHA 


+ OKT. 
4 


-D (1 pg/ml) 


44.083 


PBL 


+ 


PHA 


+ L243 


(Or 1 pg/ml) 


40.119 


PBL 


+ 


PHA 


+ •dr- 


12- (5 pg/ml) 


49.796 


PBL 


+ 


PHA 


+ "DR- 


12- (10 yg/ml) 


51.570 



t-3 Utilisation de Bgnees T antigene specifique 

Quatre Bgnees Tauxiliaires (helper), specifies du virus A/Bangkok ont ete testees avec les peptides de 12 
r^ S rt 8S H : D *- 12 . et ™*' * 5 final. Une inhibition Ires significative de 60 <^ % est 

r^fr^f, ^T? ^°" ,rOUVe U " 8 corr6,ation «*• les elfets du pepide "DR-12- et de Pantos 

SSjSfSS fe ^ """^ ™ — OKT4-A. Les r.su^ts 

2 "x'?! rib !!! 0> ! * b P"****""** lymphocytes apres i n cubation specMoue avec les peptides anato mies 
Am de precrer le mecarUsme de rmhibitlon Induil e par le peptide "OH-ir, des experieroes 
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Ta b le au 1 

Eff et des peptides utilises sur des liqhees T influenza 
5 specjjfcgues 

Peptides utilises a 5 pg/ml 
* OKT4 A utilise a 1 pg/ml 

% d' inhibition sur la \ d' inhibition sur la 
15 proliferation influenza production d'anticoxps 





Lignees X 


■DR-12* 


OKT4 


A "T4-12" 


•DR-12* 


0KT4 


A -T4-i; 


20 


PT3 


90 


85 


80 


/ 


/ 


/ 




MT4 


80 


85 


55 


/ 


/ 


/ 




PT2 


40 


75 


75 


/ 


/ 


/ 


25 


FPT1 


60 


65 


70 


/ 


/ 


t 




Clone SB 12 


0 


12 


0 


75 


90 


20 


3D 


0 * d' inhibition 


PT3; 


6000 cpm, 


MT4 : 6300, 


PT2 


:5000 








FPT1 


:4500, S312: 15200 







35 

Tableau 2 

Test de fpnctjonnalite et Phenotvpe de s populations 

geparees 



AO 



CPM 



T + + PHA 56.000 
T + m-f + I£2 55.000 
T + m? + cd 17.000 

50 

T + cd 2.246 
T seuls i .000 

Monocytes seuls 184 

55 

T : lymphocytes T 
ntnr : monocytes 

GO 

- cd ; candidine 

d Incubation des populations JymphoTdes purifies avec tes peptides ou des anticorps monoclonaux 
65 specffiques des molecules T 4 et KLA-DR ont et6 effectuees. 
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U a d'abord eteverifie que les ditferents traitements utilises pour separer tes populations fymphoKJes en 
particufier la L-teucine methyl ester, n'affecte pas ta fonction des lymphocytes T etleur capacite a proWerer 
apres stimulation par un antigene ou un rrotogene. B a aussi ete montr6 que la population T est suffisarnmerrt 
depourvue de monocytes pour evHertTeventueltes interferences dans les incubations. Les resultats resultant 
du tableau 2. 

Sur te modele des resultats obtenus anterieurement a l aide tfanticorps anti-T 4 (ou T 4 -D a 1 ug/ml final) on 
a cherche a mertre eventuellement en evidence une synergie d inhibition entre peptides equivalents de DR et 
anticorps anti-T 4 ainsi qu'entre peptides equivalents de T 4 et anticorps arrti-HLA-DR (20 a 10+3*1 r(nal) Les 
resultats apparaissent dans tes tableaux 3 et 4. 

(.'experience 1 rnontre une synergie d*inhibition entre Jes peptides *DR-12V*T 4 -12\ *DR-l2Vanlicorps 
ahti-HLA-DR : 20 ainsi qu'entre ies anticorps monoclonaux OKT 4 D/206 et OKT 4 D/~T 4 . 

Les memes synergies d'inhjbitions sont retrouvees dans Inexperience 2 entre "DR-12* et T 4 -12' ainsi 
quentre TV12* et OKT 4 D. 

Dans cette experience 2. ainsi que dans Texperience 3. d'autres peptides de longueur dfflerente ont ete 
testes : 



to 
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Tableau ? 

Inhibition rje \<l proliferation des ly m phocytes T ^ p r ** 



20 





T4 et 


de DR 




ae 




Populations 


incubees 


Pourcentages \ 


inhibitions 


25 


T 


Monocytes 


Experience 1 


Experience 2 




Peptides utilises 


0 \ 9300 cpm 


0 % 7600 


cpm 


30 






100% 2000 cpm 


100\ 500 


cpm 




0 


206 


10 


/ 






DR-12 


0 


0 


O 




. 35 


DR-12 


206 


57 


/ 






OKT4D 


0 


5 


15 






OKT4D 


206 


75 


/ 




40 


0 


T4-12 


0 


12 






DR-12 


T4-12 


48 


55 




45 


OKT4D 


T4-12 


58 


45 




" DR-12 


DR-12 


60 


/ 






0 

OKT4D 


DR-12 
DR-12 


20 
60 


/ 
/ 




50 



Peptides utilises a 1 ug/ml final 



55 



60 



65 
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Inhibition de.la proliferation des lymphoc ytes T apr^s 
^ incuhationg sp$cifiqueg avec les peptides equiva lents de 

T4 gt; 4e pfi 

Populations incubees Pourcentages d • inhibitions 

10 : : • 

T Monocytes Experience 2 Experience 3 

O % 7600 cpm O % 4000 cpm 

Peptides utilises 

1.00* 500 cpm 100\ 200 cpia 



20 



25 



30 



as 



DR-4 


0 


0 


0 


DR-4 


T4-12 


0 


20 


DR-7 (0,1) 


0 


/ 


10 


DR-7 


0 


/ 


25 


DR-7 (0 f 1) 


T4-12 


/ 


40 


DR-7 


T4-12 


/ 


65 


DR-12 


0 


0 


0 




T4-12 


12 


10 


DR-12 


T4-12 


55 


90 


RGDS 


0 


0 


/ 


RGDS 


T4-12 


0 


/ 


Leu 1 


T4-12 


5 


/ 


Leu 1 


DR-12 


0 


/ 



40 

peptides utilises a 1 pg/ml 



"DR-4". De nouveau, aucune action inhibitrice de 'DR-4" n'est observee et une action intermediate 
45 entre et 'DR-12* est notee pour !e peptide "DR-7' quand il est utilise en synergie avec T 4 -12\ 

Le test avec ranticorps Leu 1 (a 1 jig/ml final) montre que les inhibitions ne sont pas dues a un effet non 
specifique lie a une simple incubation. 

dependant, a est a noter rinhaiiiion obervee Iors de rincubation des monocytes avec le peptide "DR-12* 1 
utilise synergie avec OKT4-D ou avec "DR-12". 

50 

3 - inhibition de la reponse anticorps 

Nous ayons teste si ces peptides "DR" pouvaient btoquer la fonction auxiHaire (helper) des lymphocytes T 
vis-a-vis des cellules B. Apres separation par rosettes E» les populations sont recombfoees a raison de 2.10 s 
E+. 1.5.10 5 E- en presence des dffierents peptides : "DR-12\ "DR-4", leurs etfets etant compares a cetul de 
55 ranticorps monoclonal OKT4-A. Ce test sera fait a trois concentrations finales : 0.1 jig/ml. 1 ug/ml. 10 
ug/ml - Figure 4. 

Les effets sont tout a fait comparables a ceux obtenus Iors des tests de proliferation antigene specifique. 
De meme. quand on compare les effets des peptides de cftferentes longueurs - Figures 5-6-7. t'irthibffion la 
plus elevee a Beu avec le peptide "DR-12". puts avec te peptide 'DR-7". Une faibte, voire aucune inhibition, 
60 n'est observee avec le peptide "DR-4". 

4 - Inhfojtion de la reponse anticorps apres incubation specifigues avec les peptides analogues 

Le meme type d* experiences a fete effectue dans le cas de la reponse anticorps in vitro en incubant les 
lymphocytes T avec ranticorps OKT4-A (0,1 ug/ml ou 1 jig/ml final) ou avec le peptide "DR-12* (1 ug/ml ou 5 
65 ug/ml final) ; les lymphocytes B sont incubes avec te peptide T«-12" {1 ug/ml ou 5 ug/ml final ) - Figure 8. 
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U est entendu que toute la Btterature technique a laqueOe renvoie la bibltographie incluse dans cetle 
demande, notamment ceiie qui suit doit etre consideree come faisant partie de la presente description en co 
qu elie ser ait necessaire a Illustration ries points a partir desquels la presente invention a ete degagee. ' 
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. Parallelement aux tests de proWeratfon. on note une synergie d'inhibition entre 'DR-12* et T 4 -12* et entre 
OKT4A et T4-12-, On note done une correlation entre T)R-12" et OKT4A. Ceffet est la aussi dependant da la 
dbse et reproductible. 

Les resultats des experiences dlnhtbilion de la proliferation des lymphocytes T induite par \e virus influenza 
et de b production d anticorps specifiques HLA-DR restreints vis-a-vis du meme virus, par differents peptides 
analogues de HLA et de T 4 peuvent se resumer ainsi : 

- Deux peptides respectivement de 12 et 7 acides amines analogues de DR et comprenant la sequence RFDS 
rnhfoent. de facon significative et dependante de la concentration, la proliferation et Teffet helper T specifique 
du virus influenza. 

- LTnhibilion obtenue est paraJIele a cede consecutive a 1'addftion d'antteorps anti-T 4 . II est en partteuHer 
wteressant d observer que la proliferation specifique d'un clone T (SB 12) HLA-DR restreint nest ni inhibee 
par tes anticorps T 4 ni par le peptide -DR-12\ alors que Teffet helper pour la production d'anticorps 
arrtHmfiuenza de ce clone est inhibe a la fois par tes anticorps antl-T 4 et le peptide *DR-12" 

- U existe un elf et modere et variable d'inhibition de la proliferation T et de la reponse anticorps anti-inlluenza 
par le peptide de 12 acides amines analogue de T4 inctuant la sequence RADS. 

- II semble exister une synergie dlnWbftion de fa proliferation T et de la production d'anticorps lorsque les 
lymphocytes T sont preincubes avec le peptide -DR-12* ou un anticorps an1i-T 4 , et les monocytes ou les 
lymphocytes B avec le peptide "T4-12" ou un anticorps antiHLA-DR. 

Ptusieurs hypotheses peuvent expliquer Tetfet inhibtteur des peptides "DR-12* et "DR-7" ■ 

- Ces peptides se fixent effectivement sur la molecule T 4 a la surface des lymphocytes f et mhibent de fait 20 
Interaction T 4 -classe II necessaire a I'activation et indispensable tors de ta cooperation T-B. 

En faveur de cette hypothese. on pent retenir la bonne correlation entre le degre dlnhibition et le caractere 
HLA-DR restreint de la reponse immune testee. 

Le fait que la proliferation specifique du clone SB n'est inhibee ni par le peptide 'DR-12*, ni par Tanticorps 
antH 4 , alors qu'une inhibition est observee dans la fonction helper par anti-T 4 et le peptide 'DR-12* indique 
egalement ('existence d'un etroit paraDelisme entre les deux inhibitions. 

Us reactions qui precedent permettent egalement. retude de la capacite de substances determinees a 
exercer une action immimornodutetrice que ce soit au niveau des lymphocytes T4 ou de cetui des molecules 
HLA et a detecter si Hnteractlon, induite par un antigene determine, entra les differents types de cefhiles qui 
pnt ete etudiees, releve d'un type determine de molecules HLA, par exempts HLA-DR. 

Par exemple dans le cas d'tine rnotecule determinee. dorit aurait ete constatee la capacite d'inhiber les 
interactions, causees par un antigene determine, entre monocytes et lymphocytes T d'une part tes 
lymphocytes T et lymphocytes B, d'autre part, lorsque cette molecule determinee as §te utillsee a une dose 
suivante, il sera ensuite possible, notamment en la substituant a Tun ou I'autre des peptides complementaires 
dans les essais du type de ceux decrits par FISHER qui ont ete decrits plus haut. de detecter si son mode 
d'action est ou non sembiabte a celui du peptide remplace. 

En variante. les peptides seton Hnvention peuvent egalement permettre de detecter si les reactions 
immunrtaires induijes par un antigene determine relevent d'une intervention ou non demolecules HLA de 
dasse II determinees. notamment de molecules HLA-DR. A cet effet les tests qui ont ete decrits plus haut 
pourront etre mis en oeuvre. si ce n'est que le virus influenza sera remplace. dans tes etapes ou celui-d etart 
amene a mtervenir. par cet antigene determine. Son mode daction, mettant en jeu ou non les molecules 
HLA-DR. dependra de ('observation ou non d'une inhibition des cooperations ceBulaires qui auront ete 
constatees. 

Comme H va de soi et comme il resulte d'ailleurs deja de ce qui precede. Invention ne se limfte nullement a 
ceux de ses modes d'appficatipn et de realisation qui ont ete plus speciatement envisages ; eBe en embrasse 
au contraire toutes les variantes. 
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Revendicatfons 



1 - Peptide choisi parmi ceux qui sont representes par ies formules generates : 
25 X RFDS Z 

X SDFR Z 

X - SDAR Z 

X R ADS Z 

X------^SDAK-- -Z 

30 dans tesquefles X est un atome d'hydrogene ou un groupe peptidique avec une extremite N-terminate et Z 

. . est un groupe OH ou un peptide ayant une extremite Oterminale. ces peptides X et Z ne contrevenant 
pas; lorsqu'ils sonteux-roemes constitues par des sequences peptidiques, a la necessrte d'autoriser 
.('exposition de la sequence tetrapeptidrque interne.. 

2 - Peptide selon la revendication 1 . caracterise en ce qu'B contient dans une meme structure run des 
35 tetrapeptides sus-indiques et !e tetrapeptfde -miroir' correspondant. !es deux tetrapeptides etant 

connectes entre eux par un groupe peptidique intermediaire distinct nlnterf erant pas avec la possibBftd 
crexposition de chacun des deux tetrapeptides. 

3 - Peptide selon la revendication 2. caracterise par une chajrie comprenant de 2 a 10 resKJus alanine. 
4- Peptide sefon la revendication 1. caracterise par tes formules: 



X RE 



R 


f 


D 


5 




F 


0 




R 


F 


D 


§ 



EL 



X RE RFDS EL 



dans tesqueUes chaque tiret represente un residu d'aminoacide et X et Z ont les significations 
sus-wdiquees. • . . 

5 - Peptide choisi parmi : 

50 REVLE WRFDS RLAFHHVAREL REVLE WRFDS KLAFHHVAREL REVXE WRFDS KLAFHHMAREL. 

6 - Peptide selon Tune quelconque des revendicalions 1 a 5. caracterise en ce que le nombre total 
d'acides amines quH contient ne depasse pas 50. avantageusement est inferieur a 30, voire meme a 20. 

7 - Peptide selon la revendication 1 de formufe : 
X JRFDSD Z (XD) 

55 dans taquefte X et Z ont tes significations sus-indfquees et J est A. V ou L ces peptides comportant de 6 a 

20. voire 30 residus amirtoacyle. ~~ 

8 - Peptide selon la revendication 7 caracterise en ce qu'B est choisi parmi : 
VRFDSD 

LRFDSDL 

60 9 - Peptide selon la revendication 1 de f ormute : 

X EEBJRFDSDVGE Z (XVI) 

dans tequelle : 

Xet Yont tes significations sus-tncfiquees. 
B est choisi parmi Y. S. D, F ou N. plus particulterement Y ou D. et 
€5 J est choisi parmi A. V, L et 
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avec F pouvant evenluenemenl fetre remptace par Y, ces peptides comprenant de 12 a 20, voire 30 residus 
aminoacyte. ■ ' 

10 - Peptide selon la revendicatton 9. c^act6ris6encequ'Hconsiste enun dc>decapeptide. 

11 - Peptide selon la revendicatton 10, caracterise par la formute : 
EEBJRFDSVGE 

dans laqueJIe Bala signification sus~ind>quee. 

12- Peptide seion la revendicatton 10 dans lequel Best 

13 - Peptide caracterise par la presence d'une sequence RADS, qui peut comporter jusqu'a 20, voire 
30 groupes reskfus aminoacyte. et comportant de part el d'autre de la sequence RADS des sequences 
peptidiques n interferant pas avec la capacite de fa sequence RADS a etre reconnue par des molecules 
HLA humaines, plus particulierementHLA-DR. 

14 - Peptide choisi parrni ; 
RFDSAASDFR 
SDFRAARFDS 
RADSAASDAR 
SDARAARADS. 

15 - Antfcorps de preference monoctonaux, caracterises par teur capacite de reconnaissance 
specifique de Fun des peptides selon Tune quelconque des revendications 1 a 14. 

16 - Procede d'inhibition de ('adhesion de virus LAV a des lymphocytes T4 comprenant la mise en 
contact soil des virus, sort des lymphocytes, avec un peptide conforms a Tune quelconque des x> 
revendications 1a 15. 

17 - Procede pour detecter dans un fluide biologique, par exempte le serum d'un matade. des anUcorps 
diriges contre la region du genome du virus LAV qui contient la sequence RFDS, qui comprend la mise en 
contact de ce fluide. bkrfogjque avec le virus dans des conditions propres a permettre ta reaction 
imrmmotogique sous-tendant fa detection du virus. 

18 - Peptide choisi parmi Fun des suivants : 
VLEW 

RLAFHHVAR 
KLAFHHVAR 
RLAFHHMAR. 

:. -19 - AnUcorps monoclonaux specifiquement dirig6s contre I'un des peptides de la revendication 18. 
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